














































































central  glutamatergic  synapses,  changes  in  extracellular  diffusivity  or  glutamate 




t o  e s t i m a t e  t h e  d i f f u s i v i t y  o f  s m a l l  s o l u b l e  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s   glutamate  in  the 
hippocampal  neuropil  (area  CA1).  N e x t ,  w e  a d o p t  t i m e ‐ r e s o l v e d  f luorescence 
anisotropy imaging microscopy to establish the previously unknown instantaneous 
diffusivity  of  small  molecules  in  the  extracellular  space.  The  result  indicates  that 
nanometer‐scale diffusivity in the brain extracellular space is 25‐30% slower than 









Monte‐Carlo  simulations  show  to  what  extent  altering  diffusivity  inside  or 
outside  the  synaptic  cleft  affect  synaptic  responses.    Modelling  also  predicts  that 
extrasynaptic  transporters  have  little  effect  on  fast  synaptic  transmission  through 
A M P A R s  a n d  N M D A R s .  H o w e v e r ,  t h e y  i n f l u e n c e  t h e  r e s p o n s e s  o f  h i g h‐affinity 
extrasynaptic receptors, such as NMDA or metabotropic receptors.  Conversely, intra‐












































































































































































































M a n y  c o l l e a g u e s  i n  t h e  e x p e r i m e n tal  epilepsy  department  have 







CHAPTER 1.  INTRODUCTION 
The neuron doctrine postulates that the functional unit of the brain is 
the neuron.  The term neuron was first coined by Wihelm von Waldeyer in 
1891  after  Cajal's  extensive  histological  and  anatomical  observations  of 







that  vagus  nerve  control  heart  rate  via  acetylcholine  (Kandel  et al,  2000) 
propelled the chemical transduction mechanism as a more likely candidate for 
nerve  impulse  propagation.    Experiments  in  neuromuscular  junction  where 
curare blocks excitation from Claude Bernard’s experiments showed similar 
chemical  transduction  mechanism.  H e n r y  D a l e  a l s o  c a r r i e d  o u t  s ystematic 
studies with acetylcholine as a chemical transmission molecule (Dale, 1936).  






del ays i n n eu rom u scular ju nction  and cen tr al  nervou s system s, from  which 







p o t e n t i a l  a r r i v e s  a t  t h e  p r e s y n a p t i c  t e r m i n a l .   T h e  a c t i o n  p o t e ntial  triggers Page | 13 
 
 
r e l e a s e  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r s .   T h e  n e u r o t r a n s m i t t e r s  d i f f u s e  i n  t h e  
extracellular space until they reach ligand binding sites and bind with certain 
p r o b a b i l i t y .   T h e  b o u n d  p r o t e i n s ,  i f  a r e  r e c e p t o r s ,  w o u l d  u n d e r go 
conformational changes to allow small ions flow through them, hence change 
local  ion  concentrations  and  the  transmembrane  potentials.    This  change 
subsequently  allows  action  potentials  to  be  generated  at  the  postsynaptic 
terminals and propagate further.  This reliance on chemicals being released 
into the synaptic cleft between neuronal synaptic terminals as messengers for 





reaction  during  the  chemical  transmission.    In  particular  we  aim  first  to 
establish  the  fundamental  property  of  diffusivity  for  neurotransmitter 
glutamate in the synaptic cleft, extracellular space outside the synaptic cleft 
and apparent diffusivity over large volume of tissues containing thousands of 
synapses.    Then  we  shall  use  biophysical  models  to  examine  effects  of 
diffusion‐reaction process on synaptic transmission and over large volume of 
tissues containing thousands of synapses.  The diffusion of neurotransmitter is 
n o t  o n l y  i m p o r t a n t  b e c a u s e  i t  i s  a  f u n d a m e n t a l  p h y s i c a l  p r o p e r t y  in  the 
chemical  transmission,  but  also  because  water  self‐diffusion  changes  (i.e. 
equivalent  to  intrinsic  medium  viscosity)  have  been  observed  in m a n y  
neurological disorders such as epilepsy. 
 




chemical  reactions,  the  rates  of  reaction  are  diffusivity‐dependent  and 
concentration‐dependant.    At  the  simplest  level,  the  visual  structure  of  the Page | 14 
 
 





highly  tortuous  and  complex  extracellular  environment  where 
neurotransmitters such as glutamate are released into the extracellular space 
and diffuse rapidly until they react with other membrane surface proteins such 
a s  r e c e p t o r s  a n d  t r a n s p o r t e r s .   T h e s e  r e a c t i o n s  c a n  l e a d  t o  p r o tein 
c o n f o r m a t i o n  c h a n g e s  a n d  a l l o w  s e l e c t i v e  i o n s  t o  b e  t r a n s p o r t e d   cross  the 
m e m b r a n e  t h r o u g h  p r o t e i n  c h a n n e l s ;  t h i s  c h a n g e s  t h e  l o c a l  m e m b r ane 









hundreds  of  nanometres  whereas  other  factors  such  as  medium  viscosity 
influences at nanometer scales. 




the  activation  of  fast  ionotropic  r e c e p t o r  c h a n n e l s  s u c h  a s  A l p ha‐amino‐3‐




protein  matrix  in  the  cleft  may  also  cause  anisotropic  diffusion  (Sykova  & 




synaptic  cleft  after  release  due  to  ion  flows  interacting  with  charged 
neurotransmitter like glutamate, have also been shown to slow down diffusion 
of glutamate (Savtchenko et al., 2000; Savtchenko et al., 2005; Sylantyev et al., 
2008),  although  the  rising  phase  of  the  postsynaptic  response  is  not 






1998).    The  causes  of  diffusion  profile  change  arises  from  many d i f f e r e n t  
mechanisms such as medium viscosity, molecular buffering, but the ultimate 




which  includes  the  perisynaptic  region,  the  transporters  on  the g l i a l  
membranes near the synaptic cleft could alter diffusion profiles (Diamond & 
Jahr,  1997;  Diamond  2001;  Lehre  &  Rusakov,  2002)  by  trapping 
n e u r o t r a n s m i t t e r s  n e a r  t h e  s y n a p t i c  c l e f t .   T h i s  i n  t u r n  c h a n g e s  the 














against  the  spill‐in  effect  from n e i g h b o u r i n g  s y n a p s e s ,  a s  w e l l  a s  e x t e n d  
influence on specific neighbouring synapses through spill‐over (Arnth‐Jensen 
et al., 2002; Diamond, 2002; Rusakov, 2001; Piet et al., 2004; Diamond, 2001). 
W h e n  c o n s i d e r i n g  o n  t h e  t i m e  s c a l e  o f   1 0 0~10‐3s  and  spatial 
dimensions  of  10‐6~10‐4m,  the  tortuous  and  complex  environment  of  the 
extracellular space (Nicholson & Sykova, 1998; Nicholson, 2001), in addition to 
proteins acting as source and sink for chemicals (Rice et al., 1985; Kullmann, 
1999), will affect long‐range diffusion of signalling molecules.  T h is typ e  o f 
signal l i ng i s o fte n te r m ed vo l u me tra nsm iss io n.  Ch a ng es in th e l o ng ran ge 
d i f f u s i o n  c o u l d  i n f l u e n c e  i n t e g r a ted  network  activities  (Liang,  1995;  Bhalla, 
2004), the cross‐talk effects between neighbouring pools of synapses (Sykova, 
2004b; Piet et al., 2004).  The sink and source roles different proteins play, 
such  as  glutamate  transporter  internalise  glutamate  molecules  in  the 
extracellular space, cause ambient chemical concentration gradient to form as 
coverage and properties of proteins and cells that expresses those proteins 
d i f f e r  f r o m  r e g i o n  t o  r e g i o n .   B y  modulating  ambient  neurotransmitter 
gradient,  tonic  activation  mediated  via  different  channels  maybe  influenced 




1.2.  Extracellular  Diffusivity  as  an  Indicator  of  Neurological 
Disorders 
Recent advances in high‐field MRI (magnetic resonance imaging) and 
s u b s e q u e n t  u s e  o f  D W ‐ M R I  ( d i f f u sion  weighted  MRI)  for  diffusion 
measurement  (Duong  et  al.,  2001),  have  been  used  to  show  changes  in 
apparent diffusivity of water molecules and exogenous markers in the brain 
indicating various stages of ischemia (Silva et al., 2002), epilepsy (Wieshmann 





(apparent  diffusion  coefficient)  occur  focally  in  patients  with  epilepsy  even 
after a single seizure (Fabene et al., 2003; Hufnagel et al., 2003). It has been 
however  difficult  to  determine  whether  such  diffusion  changes  are 
intracellular  or  extracellular  (Harris  et al.,  2000;  Krizaj  et al.,  1996;  Norris, 
2001).  Part of the difficulty lies within the spatial and temporal resolution of 
the MRI scans (on the scale of seconds and hundreds of micrometres).  Many 
th eo rie s h ave b een p r o p o sed to  q u antify a n d l o c al ise th e ac tu al ch anges i n 
diffusivity  that  represent  the  observed  effects.    Most  of  these i n v o l v e  t h e  
changes of extracellular space due to water molecule migration between the 
intra‐  and  extra‐cellular  space  causing  cells  to  swell  or  shrink.    There  is  a 
current debate about the aetiology of the experimental results from DW‐MRI 
(Roth et al., 2008; Duong et al., 1998), and the origin of ADC change. 
It  is  difficult  to  find  any  mechanistic  association  between  detected 
diffusivity values and the causes of neurological pathology without an accurate 
knowledge on the scale of extracellular space (on the order of 10nm), which is 











knowledge  ever  since  ancient  Greek  times.    Though  the  mechanisms  of 
epileptogenesis  are  still  poorly  understood,  but  majority  arise f r o m  g e n e t i c  
defects  and  abnormal  cell  structu r e s  d u e  t o  t r a u m a  o r  i n f e c t i o n s. 






density  of  such  excitatory  transmissions  as  well  as  being  one  of  the  major 
damage  areas  in  numerous  types  of  epileptic  patients,  which  suggest 
h i p p o c a m p u s  a s  a  p r i m e  s u b j e c t  f o r  s t u d y .   A  n u m b e r  o f  h y p o t h e s es  with 
regard to the causes of seizure have been drawn from experiments suggesting 











MRI  and  DW‐MRI  are  being  routinely  carried  out  in  epileptic  patient 
examinations,  they  are  at  the  moment  only  useful  for  locate  problematic 
volumes.  Therefore, measuring diffusion changes at smaller spatial scales, how 
do  they  correlates  to  DW‐MRI  measurements,  understanding  how  these 
diffusion changes affects signal transductions and ultimately find the reasons 
for  the  changes  in  diffusion,  are  important  for  epilepsy  treatments  and 
diagnosis.   
1.3.   The Hippocampus as a Subject of Investigation 
Diffusion  changes  detected  by  MRI  in  the  hippocampus  have  been 
related to many forms of epilepsy (Kimiwada et al, 2006; Wieshmann et al., 
1999).  The cellular organisation and synaptic circuitry in hippocampus have 







The  distribution  of  the  major  excitatory  ionotropic  receptors,  AMPA, 
NMDA,  Kainate  have  been  established  through  combinations  of 
electrophysiology,  fluorescence  imaging,  immunocytochemistry  and  electron 
microscopy (Nusser et al., 1998; Tanaka et al., 2005; Takumi et al., 1999).  The 
average number of AMPARs and NMDARs in the postsynaptic membrane of 





t i s s u e s .   I n  l i v e  p r e p a r a t i o n s ,  a  m u c h  m o r e  d y n a m i c a l  p i c t u r e  e merges 





(e.g.  metabotropic  glutamate  receptors  (mGluR1)).    The  fast  excitatory 
postsynaptic signals mediated by the fast ionotropic receptors are on the scale 
of milliseconds, however with metabotropic receptors, the reaction kinetics 
a n d  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  i n v o l v e  m a n y  p r o t e i n  r e a c t i o n  cascades 
which  inevitably  make  them  a  lot  slower.    Hence  we  will  not  consider  the 

















Rusakov,  2001;  Tzingounis    &  Wadiche,  2007)  by  competing  with  local 
receptors.  However the proximity of the transporters are different at different 
type  of  synapses,  such  as  cerebella  mossy‐fibre  and  parallel‐fibre synapses, 
from which contradictory results from transporter blockade experiments have 
been  reported  (Mennerick  &  Zorumski,  1995;  Chaudhry  et al.,  1995).    The 
failure  in  transporters’  functionalities  could  be  potentially  critical  to  local 








‘average’  shape  of  a  ‘typical’  hippocampal  area  CA1  synapse  could  be 
approximated  using  the  superpositioned  averages  of  many  such  synapses 
( R u s a k o v  &  K u l l m a n n ,  1 9 9 8 a ) .   S u c h  d a t a  e n a b l e  a  s t u d y  o f  m i c r o scopic 
d i f f u s i o n s  i n  t h e  s y n a p t i c  e n v i r o n m e n t  o f  h i p p o c a m p a l  e x c i t a t o r y  synapses.  
The  larger‐scale  cellular  environment  is  less  well  known,  although  many 
macroscopic  parameters  such  as  extracellular  volume  fractions  and  space 
tortuosity  (Nicholson  &  Phillips,  1979;  Nicholson  &  Sykova,  1998),  average 
synapse  density  (Rusakov  et al.,  1998;  Geinisman  et al.,  1992),  transporter 






envi ro nm e nt i n o rde r  to  m axim i se en tro p y.   It o b eys sim p l e p arabolic  PDE Page | 21 
 
 
(partial  differential  equation)  derived  from  continuity  law  (∂C/∂t ‐ j)  and 
Fick’s first law (j=‐D  C), which is ∂C/∂t D  2 C); where C is the concentration, 
D  i s  t h e  d i f f u s i v i t y  o f  p a r t i c l e s ,  j  i s  t h e  f l u x  o f  p a r t i c l e s ,  .  The  relationship 
between  macroscopic  diffusion  and  microscopic  movements  (i.e.  Brownian 
motion) in terms of the mean free path was established by Einstein in 1912. 
Although  diffusion  process  itself  is  simple,  the  complexity  of  the 
neuropil environment (spatial complexity impose non‐3D tortuous diffusion 
pathway  and  chemical  reaction  complexity  add  temporal  and  spatial 












s t r u c t u r e s  s u c h  a s  a x o n s  a n d  d e n d r i t e s  r e s u l t s  i n  m a c r o s c o p i c  a nisotropy 
(Sykova, 2004b).  Anisotropic diffusion could also occur on a microscopic level 
due to scaffolding protein orientations (Sykova & Vargova, 2007).  Anomalous 
diffusion,  where  mean  squared  displacement  of  a  particle  is  not a  l i n e a r  
function  of  time  (i.e.  do  not  obey  Fick’s  law  stated  earlier),  in  which  case 
superdiffusion  (faster  than  normal  diffusion)  due  to  active  transport  or 











physical  laws  if  appropriate  regimes  are  used  and  correct  assumptions  are 
taken care of (Nicholson & Phillips, 1979). 
Experimental  measurements  of  neurotransmitter  diffusion  in  brain 





A s  d e t a i l e d  b e l o w ,  m e a s u r e s  o f  t h o s e  t w o  p a r a m e t e r s  h a v e  b e e n  o btained 
using a variety of techniques (Hrabetova, 2005; Nicholson & Sykova, 1998), 
which we shall review in the next section.  The porous medium approximation 
generally  applies  on  a  macroscopic  scale  (hundreds  of  micrometres  to 







certain  degree.  To  the  best  of  my  knowledge,  there  is  no  reported  direct 
microscopic diffusion measurement in the synaptic cleft or in the extracellular 
s p a c e  o n  t h e  n a n o m e t e r  s c a l e s .  M e a s u r e m e n t s  i n f e r r e d  f r o m  
electrophysiological  observations  coupled  with  dextran‐dependent  diffusion 









There  have  been  many  diffusivity  measurements  employed  by 
neuroscientists.    They  fall  mainly  into  two  categories:  (i)  conductance  or 
resistivity based and (ii) fluorescence imaging based. We shall review these 
two categories and their advantages and shortfalls. 
One  of  the  simplest  measurements  one  could  take  is  the  tissue 
resistance (Van Harreveld et al., 1971; Matsuoka & Hossmann, 1982; Korf et al., 
1988).    This  method  relies  on  the  changes  in  extracellular  space  or  ion 
concentration variability causing impedance changes in the brain tissue, which 
could be picked up by an electric circuit.  This method however only measures 
relative  changes  in  the  extracellular  space  volume  fractions  (extracellular 
space volume/total tissue volume).  To measure the absolute tissue volume 



























accurate  measures  of  parameters  in  complicated  models  with  multiple 










older  methods  is  fluorescence  correlation  spectroscopy  (FCS).    It  was 
developed  in  1974  by  Magde  et  al f o r  a n a l y s i s  o f  c h e m i c a l  d i f f u s i o n  a n d  
reactions (Magde et al., 1972).  It utilises the fact that signal of background 
fluorescence  will  fluctuate  in  a  correlated  fashion  corresponding  to  the 
r e a c t i o n  r a t e s  a n d  d i f f u s i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  m a r k e r s .   A n  i ncrease  in 
diffusivity  could  simply  be  viewed  as  a  decrease  in  signal  autocorrelation.  
Although the method is simple and established, difficulties come as most of the 
time we do not know how and what does the fluorescence marker react to in 









exacerbated  influence  of  noise  in  brain  slice  environment  (Personal 
communication with Petra Schwille).  
Another  simple  measurement  of  the  ADCs  of  fluorescent  dye  or 
molecules  tagged  with  fluorescent d y e  i s  i n t e g r a t i v e  o p t i c a l  i m aging  (IOI) 
(Nicholson  &  Tao,  1993).    The  principle  of  the  method  depends  on  the 














Fluorescence  recovery  after  photobleaching  (FRAP)  has  recently 
emerged as a method that enable diffusion measurement on a smaller scale 

















i n  t h e  t i s s u e  m e d i u m  d u e  t o  s c a t t e r i n g  ( L u b k i n  &  W a n ,  2 0 0 6 ) .   T he  main 







confocal,  because  the  excitation  volume  in  two‐photon  mode  is  highly 
restricted to a small ellipsoid volume with much smaller deviation in slices 














of  millimetres  down  to  micrometres,  except  FCS  and  standing  wave  FRAP.  
However  both  latter  methodologies  are  under‐developed  for  mediums  with 
h i g h  o p t i c a l  s c a t t e r i n g  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  s l i c e s .   W i t h i n  t h e  brain  slice 
environment all existing optical methods also suffer from finding the correct 







1991).    These  methods  also  share  some  problems  with  previous  discussed 
optical methods due to scattering and absorption in biological tissues.  But due 
to the drastic improvement in photon detections methods in recent years it has 










This  should  provide  many  fundamental  parameters  for  the  future  in 
constructing  accurate  biophysical  models  from  single  channel  to v o l u m e  
transmissions.    Using  these  accurately  measured  diffusivity  values,  we  will 
t h e n  e x p l o r e  t h e  m i c r o s c o p i c  e f f ects  of  glutamate  diffusivity  and  many 













i n t o  f u l l  3 D  M o n t e ‐ C a r l o  s i m u l a t i o n s  ( C H A P T E R  6 )  t o  t e s t  t h e  i n fluence  of 
glutamate  diffusivity  and  transporters  on  intrasynaptic  and  extrasynaptic 
r e s p o n s e s .   S e c o n d l y ,  i n  C H A P T E R  7 ,  w e  p u t  t h e  m a c r o s c o p i c  g l u t amate 
diffusivity  values  into  3D  compartmental  model  to  examine  the  effects  of 

















transferred  to  an  interface  chamber  containing  EBSS  medium  (Invitrogen, 
Paisley, UK) supplemented with 1 mM CaCl2 and 2 mM MgCl2.  Slices were 
stored in the chamber for at least an hour before they were transferred and 






Field  potentials  were  recorded  in  slices  before  and  after  imaging 
experiments, to test the slice viability.  Extracellular stimuli were delivered by 
a  bipolar  stimulating  electrode  in  Schaffer  Collaterals  for  orthodromic 







b a t h  m e d i u m ,  w e r e  r e c o r d e d  t h r o u g h  a n  A x o c l a m p  a m p l i f i e r  ( A x o n  
Instruments, USA).  Slices were deemed healthy after a total of 5‐6hrs after 























Two‐photon  imaging  is  performed  o n  a  m u l t i ‐ p h o t o n  m i c r o s c o p y  
installation comprising a Radiance 2100 imaging system (BioRad‐Zeiss) which 
i s  m o u n t e d  o n  a n  u p r i g h t  O l y m p u s  B X 5 0  m i c r o s c o p e  ( O l y m p u s  w a t e r  
immersion objective 60×, NA = 0.9; 40× objective, NA = 0.5; 10× objective, NA = 
0.25)  and  is  integrated  with  a  MaiTai  (SpectaPhysics)  Ti‐Sapphire  infrared 
femtosecond pulse laser (Scott & Rusakov, 2006) (Figure 2).  
A micropipette pulled from Sutter Instrument P‐97 (Figure 3A shows 
b o t h  D I C  a n d  f l u o r e s c e n c e  i m a g e s  c o n f i r m i n g  1 . 0 ‐ 1 . 5 µ m  t i p  d i a m e ter)  was 
























indicators  and  form  a  circular  Gaussian  fluorescence  transient, a s  e x p e c t e d  
from the point source diffusion (Figure 3B).  Because detected fluorescence in 

















4 0 k D a  D e x t r a n  w e r e  a d d e d  t o  t h e  p e r f u s i n g  A C S F  w i t h  n o  s i g n i f i c ant 
osmolarity changes.  The Dextran molecules were added in order to retard the 
diffusion  of  neurotransmitters  in  the  extracellular  space,  so  that  effects  of 
D e x t r a n  o n  n e u r o t r a n s m i t t e r  d i f f u s i o n  a n d  s y n a p t i c  r e s p o n s e s  c o uld  be 
measured  simultaneously.    This  provides  means  to  estimate  glutamate 
diffusivity in the synaptic cleft in hippocampal CA1 (CHAPTER 4). 





a t  t h e  t i p  o f  t h e  p i p e t t e s )  a c c o r d i n g  t o  c l a s s i c a l  s o l u t i o n  f o r   instantaneous 
point‐source diffusion (Equation 1), where C(r,t) is the space‐time a profile, Q 
i s  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  e j e c t e d  d i f f u s i n g  s u b s t a n c e  ( a  s c a l i n g  
factor which can be ignored during fitting procedure) and D is the diffusion 
coefficient.  However, because the ejection pulse was not instantaneous (5‐





















of  the  ejection  flux  from  our  standard  protocol  showed  that  when  we 
incorporate these values into the solutions for a spherical (as opposed to point) 
instantaneous  diffusion  source,  the  expected  concentration  profiles  on  a 
scale >50nm only deviated by 5% FWHM and less than 1‐2% by area under the 
curve  from  those  in  the  point‐source  case  (Figure  4).  This  confidently 
confirmed the validity of our point‐source approach to the problem.  Another 
advantage  of  the  instantaneous  point‐source  approach  was  that  individual 
pulses  were  too  short  to  leave  any  detectable  increment  in  the  residual 
fluorescence in the region of interest (due to possible non‐specific indicator 
binding and uptake b y cells).  Because such fluorescence could in principle 
a c c u m u l a t e  a b o v e  t h e  b a c k g r o u n d  l e v e l  o v e r  m u l t i p l e  e j e c t i o n s ,  we  also 
























2.4.1.  Three­Dimensional  Monte­Carlo  Simulation  of  Synaptic 
Transmission 
In order to simulate on the very small temporal and spatial dimensions 
of  a  single  synapse  and  its  immediate  vicinities  (temporal  step  <<0.1‐1µs, 
spatial  step  ~3‐30nm),  we  used  Monte  Carlo  simulations  based  on t h e  
B r o w n i a n  m o t i o n  o f  a  p a r t i c l e .   M a n y  c o m p a r t m e n t a l  m o d e l s  h a v e  been 















circumstances  theoretical  solutions  cannot  be  attained.    However 












c o m p u t a t i o n a l  e f f i c i e n c y  r e a s o n s  t o  t e s t  f e w  h y p o t h e s e s .   R e s u l ts  from  2D 
model  show  consistencies  with  other  similar  2D  models  in  term  of  EPSCs 
profile.  However, the number of receptors that were activated seemed always 



















































been  used  to  simulate  a  single  vesicular  release  and  subsequent  responses 
(Franks et al., 2002; Wu et al., 2007), notably MCell programmes.  We aim to 
test several aspects of different factors that may influences the post‐synaptic 
responses  as  we  have  tentatively  studied  in  the  2D  model  with  a m u c h  
simplified 3D programme than MCell. 
AMPAR  NMDAR  EAAT1/EAAT2  EAAT3 
kon1  *4.59e6  kon1  *10e6  k+  *10e6  k+ * 2e7 
koff1  4260  koff1 4 . 7   k ‐  200  k‐  300 
kon2  *28.4e6  kon2  *5e6  k2  100  k2  500 
koff2  3260  koff2 9 . 4   k 3 4 0  k 3 4 0  
Β  4240  Β  46.5        
Α  900  Α  91.6        
kd+1  2890            
kd‐1  39.2            
kd+2  172  kd+2 8 . 4         
kd‐2  0.727  kd‐2 1 . 8         
kd+3  17.7            
kd‐3 4             
kd1d2  *1.27e6            
kd2d1  45.7            
kd2d3  16.8            



























( e x c l u d i n g  s p a t i a l  t o r t u o s i t y  e f f e c t  a s  s i m u l a t i o n  e n v i r o n m e n t  intrinsically 
included this) was routinely set at 0.4 µm 2ms‐1 (unless variable diffusivity is 
required), between the intra‐cleft value of ~0.23‐0.33 µm2ms‐1 estimated from 








1999).  Binding  is  achieved  by  checking  co‐localisation  of  the  released  free 
























particles  within  such  distance  of  a  protein  will  be  considered  for  actual 
reaction probabilities.  This is very different to compartmental models’ method 
of local volume concentration equivalence.  Other Monte Carlo models in the 




vo l u m e is init ial l y fil l e d with  gl u tam ate m o l ec u l es fo r give n concentrations.  
We thus attempted to imitate experiments in outside‐out patches excised from 
C A 1  o r  C A 3  p y r a m i d a l  c e l l s ,  t o  w h i c h  g l u t a m a t e  w a s  a p p l i e d  u s i n g  a  rapid 
concentration switch (Jonas, 1993).  The AMPARs currents generated in our 
model  and  the  overall  dose‐response  relationship  between  the  glutamate 
concentration step and the peak AMPAR current were fully consistent with the 
experimental data (Figure 7B‐C). 
W e  f u r t h e r  t e s t e d  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h e s  f o r  t h e  M o n t e  C a r l o  










































2.4.2.  Three­Dimensional  Compartmental  Model  for  Macroscopic 
Diffusion 
O n e  o f  o u r  g o a l s  w a s  t o  e v a l u a t e  t h e  d y n a m i c s  o f  e x t r a c e l l u l a r  
glutamate on the scale of synaptic populations. Therefore, we sought to model 
a  r e l a t i v e l y  l a r g e  r e g i o n  o f  t h e  h i p p o c a m p a l  a r e a  C A 1  n e u r o p i l .   Although  a 
straightforward  expansion  of  the  Monte  Carlo  methodology  is  in  principle 
possible (Hrabetova et al., 2003; Hrabe et al., 2004), the addition to the system 
of multiple reactions with large number of unevenly distributed receptors and 
transporters  appears  to  require  unrealistic  computational  resour c e s .   W e  



















into  0.25  µm‐wide  cubic  compartments;  due  to  the  need  for  the  spatial 





(Figure  9B).    The  numerical  method  used  the  equations  below, 
 




Poisson  approximation  is  still  valid  for  independent  stochastic  processes).  








synapse‐containing  0.25μm  compartment.  We  found  that  the  concentration 
time course predicted by the two models produced a reasonable match (Figure 
9A).  This ensured that the macroscopic compartmental model was based on a 
plausible  representation  of  microscopic  events  occurring  in  the  immediate 
synaptic vicinity.  
The model allows parameters to be set and change during simulations. 
Some  basic  parameters  modelling  parameters  were  set  relating  to 
physiological  measurements.    Release  frequencies  is  set  as  20Hz  inside  the 


















































the  simulated  time  had  reached  10  seconds  and  the  second  derivative  of 
concentration in the whole environment had reached zero. 
The  programme  was  written  in  MATLAB7.0  (Mathwork)  as  listed  in 























non‐radiative  decay  to  the  ground  state  (Figure  10A).  However  since 










by  using  parallel  and  perpendicularly  positioned  analyser  to  the  excitation 
plane.  The rate of convergence of the parallel and perpendicular intensity is 
indicated by the time dependent anisotropy decay (Figure 10C‐D). The faster 
the  decay  the  higher  is  the  rotational  diffusivity.    The  time  dependent 
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f o r  p i t f a l l s  i n  c u r r e n t  f l u o r e s c e n t  i m a g i n g  m e t h o d s ) .    B e c a u s e  w e  a r e  









d e p o l a r i s a t i o n ,  i f  t h e  l i f e t i m e  o f  t h e  f l u o r o p h o r e  i s  a t  l e a s t  a n  o r d e r  o f  
magnitude  longer  than  the  rotational  relaxation  time  so  that  during  the 
depolarisation caused by the rotational diffusion there is no contribution from 
the  fluorescent  lifetime  decay.  F o r  a  s i m p l e  s p h e r i c a l  r o t o r  m olecule  only 
exhibits single exponential decay in fluorescent anisotropy, the decay constant 




particles.    With  some  elementary  derivations,  one  would  arrive  at  the 
conclusion that lateral diffusivity (DT) is proportional to θ­1 (Figure 11B).  The 
constant  of  proportionality  is  directly  related  to  the  square  of  the 
hydrodynamic radius of the molecule.  Therefore, by measuring fluorescent 
anisotropy  decays  using  TRFAIM,  one  can  deduce  the  rotational  and  hence 
translational diffusivity of the molecules in that environment. 
Basic  assumptions 
The  pros  of  TRFAIM  and  FLIM  over  traditional  fluorescent  based 
method, is the independence over fluorophore concentration, photobleaching, 
















o f  d e x t r a n  a n d  A C S F  s o l u t i o n ,  a n d  t h e n  m e a s u r e  DT u s i n g  t w o ‐ p h o t o n  
excitation method outlined in 2.3 and θ­1 using TRFAIM, it is evident (Figure 
11C) that a linear relationship is present.  The measured gradient ~0.126 ± 




t h e  h y d r a t i o n  r a d i u s  ( F i g u r e  1 0 E )  w o u l d  b e  t h e  a p p a r e n t  r a d i u s  when  the 
f l u o r o p h o r e  i s  i n  a  s o l u t i o n .   T herefore  we  are  confident  that  the  simple 
spherical molecule model is sufficient for our purposes.  
Another important assumption that was mentioned earlier is that the 
t i m e  d e p e n d e n t  d e c a y  h a s  t o  e x h i b i t  a  s i m p l e  e x p o n e n t i a l  d e c a y  profile.  
Theoretically, even for a simple spherical molecule there are at least five decay 
components,  though  in  theory  one  could  never  extract  all  the  components 






shows  a  clear  single  decay  behaviour  as  the  natural  log  plot  Figure  12A 
demonstrates.  However, in the dextran/ACSF mixture, the same holds true 
o n l y  f o r  l o w  c o n c e n t r a t i o n  s o l u t i o n s  ( F i g u r e  1 2 B ) .   A t  h i g h  c o n centration    
(≥20%), a slower second component is clearly visible (Figure 12B). This could 

















decay  component  is  most  likely  a  result  of  such  interaction  between  the 
f l u o r e s c e n c e  m o l e c u l e s  a n d  h i g h  density  macromolecules.  This  feature  also 






























c o u l d  i n t r o d u c e  b i a s  i n t o  o u r  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a .   A  s i mple  cross‐
polariser  imaging  method  shows  extensive  birefringence  within  the  slice 
structure. (Figure 14)  Despite this, it is fortunate that we are measuring the 










G ‐ f a c t o r  w h i c h  a p p e a r e d  i n  E q u a t i o n  3 ,  a c c o u n t s  f o r  t h e  d i f f e r e nt 
e f f i c i e n c y  o f  t r a n s m i s s i o n  a n d  d e t e c t i o n  b e t w e e n  t h e  p a r a l l e l  a nd 
perpendicular polarisation pathways.  This is instrument specific and can be 
calculated from solution medium.  The G‐factor is calculated as the mean of 





i n  e v e r y  s e t .   T h e  a v e r a g e  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  a l l  f r e e  m e d i u m   regions 
amount to G = 1.166 ± 0.001.  


























I b)/I a.  Then by averaging, I  ave = (I a+I b)/2 and I ave = (I a+I b)/2, one can 
work out that photobleaching factor between the two means should be Z = ((1‐
PB3)1/3 + (1‐PB3)2/3)/(2‐PB3) (See Appendix B for derivations).  This can then 





























We  used  the  output  of  a  green  pump  laser  (6W  Coherent  Verdi  @ 
532nm) coupled to a Ti:Sapphire Mira laser to generate ~220fs (maximum 
FWHM) pulsed laser light with a repetition rate of 80MHz.  Output wavelength 
is  adjusted  to  790nm  manually  by  modify  resonator  length,  in  order  to 
maximise AF350 excitation.  The optical imaging system is based on a Leica 
TCS SP2 inverted confocal microscope (Figure 17).  Several objectives were 






stored  as  a  256 256 256  (x,  y,  t)  tensor  representing  a  stack  of  8‐bit  x‐y 
images  using  Becker  &  Hickl  imaging  modules  (TCSPC  SPC830).    A  700nm 
short pass filter was placed in front of the detector to block out any escaped 
light from the laser source.   
A  Custom‐made  slice  transportation  chamber  (Figure  18)  was  used 














Slices  were  obtained  as  described  in  Chapter  2.1,  transferred  to  the 
modified interface chamber (Figure 18) for 30min to recover and the modified 




impulse  function  (FIR,  instrumental  response)  so  it  could  later b e  r e ‐
convoluted during fitting procedures. 
The G‐factor was measured in the ACSF, and set as the instrumental G‐
factor  to  be  corrected  later  in  analysis  (See  2.5.4).  After  whic h  a  s l i c e  w a s  









Fluorescence  lifetime  was  measured  in  sequence  of  four  polariser 
(Polariser selector in Figure 17) positions parallel I a (0°) ‐> perpendicular I a 
(90°) ‐> perpendicular I  b (90°) ‐> parallel I b (0°) with respect to the laser 
source polarisation.  
Average  acquisition  times  were  between  30‐300s  depending  on  the 
depth  probed,  and  maximum  photon  count  rate  was  kept  well  below 
10000counts/s to avoid non‐linearity effect in the detection system. 
Acquired files were saved in either ASCII or binary format from the SPC 
software  and  analysis  was  later  taken  with  custom‐built  MATLAB  analysis 



























t h e  s t a r t  t o  o b t a i n  g o o d  e s t i m a t e s  f o r  b o t h  l i f e t i m e  a n d  a n i s o t ropy  decay 
constants, so that they could be used as indicators for all subsequent fittings.  
Global fitting are done with a genetic algorithm (Deb et al., 2002) with 500‐











































h a v e  s i m i l a r  d i f f u s i v e  p r o p e r t i e s .   T h e  c o r r e l a t i o n  m e t h o d  a l s o  h e l p s  u s  t o  
ignore bad fit (e.g. unreasonably fast/slow decay times) by selecting parameter 







the  previous  nearest  neighbour  averaging  procedure).    Then  the  extracted 
parameters would be used as the value for the whole region, from which a new 




CHAPTER 3.  RESULTS: MEASUREMENT OF 
EXTRACELLULAR DIFFUSIVITY IN THE 
HIPPOCAMPAL NEUROPIL – A MACROSCOPIC VIEW 






their  spherical  hydration  radius.  Both  species  are  more  than  an o r d e r  o f  
magnitude smaller than any inter‐cellular gaps. Furthermore, diffusion of both 
Alexa Fluor 350 and a much heavier indicator Alexa Fluor 594 (MW 759) is 
retarded  to  the  same  relative  degree  by  dextran  solutions  that  mimic  the 
extracellular  medium  viscosity  (Savtchenko  &  Rusakov,  2004).  Taken  those 
two  facts  together,  these  observations indicate  that  diffusion  retardation  of 
Alexa  Fluor  350  in  the  neuropil,  relative  to  its  diffusion  in  a f r e e  m e d i u m ,  
should be representative of that for glutamate. 
Diffusion  of  AF350  in  neuropil  (here,  absolute  D  values  are  related  to 
AF350) 






























2007),  where  λa i s  d e t e r m i n e d  t o  b e  a r o u n d  1 . 5 ‐ 1 . 6  i n  h e a l t h y  c o r t e x  a n d  





21°C  is  15‐16°C  below  physiological  temperatures,  an  increase  in  medium 






Rv,  which  factor  exerts  greater  influence  on  the  molecule  movements?  
Macroscopic geometrical tortuosity (Rt) arises due to the fact that the 3D space 








themselves  through  particles  collisions.    Indeed,  when  we  consider 
microscopic geometric hindrance imposed by large macromolecules (>1nm) as 
a contributor to the apparent viscosity factor, apart from small size differences, 
glutamate  has  a  slightly  stronger  dipole  charge  (Figure  10E,  colour  scale 
represent  charge  distribution),  which  would  increase  any  charge  related 
interactions such as electrodiffusion and binding to proteins.  However the 









T h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  g l u t a m a t e  ( b a s e d  o n  t h e  o n l y  g l u t a mine 
measurements  that  have  been  done)  at  25oC  in  water  is  0.76  μm2ms‐1 




between  aquous  solution  and  physiological  solutions  to  Longsworth’s 
measurements,  this  indicates  that  the  glutamate  diffusion  coefficient  at  22‐




measurements  imply  therefore  that  the  average  macroscopic  extracellular 
diffusivity of glutamate in the stratum radiatum neuropil at near‐physiological 
temperature is Dmacro37°C = Df37°C / Ra37°C = 0.32 μm2ms‐1.  Similarly at 21°C, the 
retardation  Ra21°C  is  4.22,  this  gives  glutamate  diffusivity  Dmacro21°C = Df21°C /  
Ra21°C = 0.18 μm2ms‐1. 









Glutamate  diffusion  inside  the  synaptic  cleft  cannot  be  determined 
directly.    However,  it  was  shown  that  the  relationship  between 
neurotransmitter diffusivity change and ensuing change in AMPARs mediated 
synaptic  current  is  nonlinear  (Nielsen  et al.,  2004).    Therefore  a  controlled 
change  in  the  extracellular  diffusivity  and  measure  subsequent  change  in 
synaptic current at synapses could point to a unique value of the intra‐cleft 
diffusivity (Nielsen et al., 2004) by fitting measured gradient onto a unique 





model  introduced  in  Section  2.4.2  for  the  changes  in  postsynaptic  AMPAR‐
mediated  responses  and  those  in  glutamate  diffusivity.    Then  fit  the 
experimentally measured relative diffusion changes with the introduction of 
dextran  into  the  synapse  and  the  relative  changes  in  AMPARs  mediated 
synaptic current changes onto a unique point on the nonlinear curve.  
Diffusion retardation of glutamate by dextran in the extracellular space  
Modulation  of  diffusivity  inside  the  synaptic  cleft  is  required f o r  t h e  
non‐linear effect on synaptic responses to be used for diffusivity estimate.  In 
o r d e r  t o  a c h i e v e  t h i s ,  w e  u s e  4 0 k D a  d e x t r a n  m o l e c u l e s  ( 5 %  w / w  s olution, 



























therefore  carried  out  similar  experiments  in  which  a  minimal  stimulation 
protocol was used to record single‐release responses.  We found that dextran 
increased  EPSCs  in  such  experiments  by  21±10%  (Figure  23;  these 
















With  measured  fractional  increase/decrease  values  for  the  EPSC 
amplitude (I) and for the diffusion coefficient (D) obtained in similar dextran 




















corresponds  to  an  increase  of  31%  (upper  error  margin  of  ΔI/I).  B l u e  
rectangle gives an estimated glutamate diffusivity inside the synaptic cleft as 
Dcleft = 0.23 µm 2ms‐1 and red rectangle estimates Dcleft to be ~0.33 µm2ms‐1.  







μm2ms‐1 f o r  t h e  d i f f u s i v i t y  o f  g l u t a m a t e  i n  C A 1  h i p p o c a m p a l  p y r a m i c a l  cell 
syanpses.  This value is much lower than in a free medium and even lower than 
macroscopic  diffusivity  Dmacro  estimated  in  CHAPTER  3.  This  seemingly 
contradictory result is however expected. Firstly, the synaptic cleft is densely 
packed  with  macromolecular  obstacles  imposing  steric  hindrance  to  the 
diffusing  neurotransmitter  molecul e s ,  w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  electron 
m i c r o s c o p y  e v i d e n c e .  S e c o n d l y ,  s ynaptic  clefts  occupy  only  1‐2% o f  t h e  















average  extracellular  space,  before  molecules  experience  macroscopic 

















d e f i n i t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t  i s  n o t  l i k e l y  t o  a p p l y  i n  s u c h  s i t u a tions  when 
d i m e n s i o n s  a r e  g e t t i n g  c l o s e r  t o  t h e  R e y n o l d s  n u m b e r  o f  t h e  m o l ecules.  









Thus  the  rotational  correlation  time  (θ)  provides  a  map  of  the 








i n  A C S F  ( F i g u r e  2 5 C ) .   B e c a u s e  s y n a p t i c  c l e f t s  o n l y  o c c u p y  1 ‐ 2 %  o f  t h e  
extracellular space (Rusakov et al, 1998), the retardation we measured here is 













diffusivity  of  small  molecules  in t h e  e x t e n t  o f  e x t r a s y n a p t i c  a ctions  of Page | 73 
 
 
neurotransmitter  such  as  glutamate,  which  depend  strongly  on  local 
extracellular  diffusivity  (Rusakov  &  Kullmann  1998a;  Barbour,  2001).  
Therefore we shall explore diffusivity values in the extrasynaptic milieus in our 

























the  vicinity  of  the  synaptic  cleft determines  the  shape  of  fast p o s t ‐ s y n a p t i c  
responses.    Any  environmental  parameters  such  as  reaction  site  density, 
medium viscosity in the vicinity will influence the diffusion of glutamate and 










Glial  membranes  enriched  in  transporters  only  represent  ~13%  of  cell 
membranes in area CA1 (Lehr & Rusakov, 2002) and on average surround only 
a third of the synaptic circumferences (Ventura & Harris, 1999).  In order to 










Influence  of  extrasynaptic  EAAT1/2  transporter  distribution  on 
intrasynaptic receptor activations 




p r o x i m i t y  o f  t h e  t r a n s p o r t e r  p a t c h  h a r d l y  m a d e  a n y  d i f f e r e n c e  t o  the 
postsynaptic responses, be it AMPAR mediated or NMDAR mediated responses 
(Figure  26A).    Simulation  as  illustrated  in  Figure  36A,B  tells  us  that  the 
coverage of the perisynaptic area by the transporter has no significance, the 
percentage  differences  are  less  than  trial‐to‐trial  variations  (Figure  26B). 
 






















t r a n s p o r t e r s  a r e  o c c u p i e d  w i t h i n  f e w  m i l l i s e c o n d s  ( c o m p a r e  t o  l arger  ring 
s h o r t l y  a f t e r  r e l e a s e ;  F i g u r e  3 5 ) .   E v e n  w i t h  t h e  l a r g e r  r i n g ,  at  estimated 










the  simulation  time,  as  well  as  AMPARs  mediates  the  bulk  of  the s y n a p t i c  
response within 5 ms post‐release.  Because such influences might in principle 
depend  on  the  intra‐cleft  diffusion  coefficient  of  glutamate  (Nielsen  et al., 
2004), we explored this parameter around its predicted average value of ~0.40 













consistent  with  the  experimental  observations  that  short  term 
depression of AMPARs at particular synapses due to desensitised state could 































inside  the  synaptic  cleft,  its  blockade  should  facilitate  AMPAR‐mediated 
responses.  
























































This  is  particular  important  to  spill‐over  effects,  where  escaped  glutamate 
target  high‐affinity  NMDARs  (Tovar  &  Westbrook,  1999;  Prybylowski  et al., 
2002). 




NMDARs  at  different  distances  fro m  t h e  r e l e a s e  s i t e  ( s y n a p t i c  c left  centre) 
using the Monte Carlo model environment (Figure 8C), including extrasynaptic 
areas either enriched or devoid of glutamate transporters (Figure 31B; in these 

























negligible.  The  results  indicate  that  activation  of  intra‐synaptic  NMDARs  is 
l a r g e l y  i n s e n s i t i v e  t o  t h e  t r a n s p o r t e r  a c t i o n s  w h e r e a s  a c t i v a t i on  of  extra‐
synaptic  NMDARs  is  clearly  suppressed  when  these  receptors  occur  in  the 
vicinity of transporters (Figure 31B). In the latter case, the NMDAR activation 
level at distances of up to 600 nm from the release site remained above 10% of 
that  inside  the  cleft  (Figure  31B).  This  is  somewhat  higher  than  earlier 











the  same  extracellular  domains  through  local  competition  for  glutamate.  
Similar modulation effect can occur with intrasynaptic neuronal transporters, 
but the lack of experimental evidence showing any modulation effect when 
neuronal  transporters  are  blocked  suggests  very  few  functional  neuronal 
transporters exist in the synaptic active zone.  All evidence suggests that at low 
glutamate concentrations, transporters provide shielding for local high affinity 
receptors,  like  the  extrasynaptic  NMDARs.    With  increasing  glutamate 
concentration,  such  as  in  the  synaptic  active  zone,  transporters  need  to  be 
more localised to the receptors (for example neuronal transporters) to provide 
shielding purposes for either low affinity AMPARs or high affinity NMDARs.  






CHAPTER 7.  RESULTS: EXTRACELLULAR 
LANDSCAPE OF GLUTAMATE IN THE NEUROPIL – A 
MACROSCOPIC VIEW 
Steady­state  equilibrium  of  glutamate  release  and  uptake:  high  safety 
factor  
In the hippocampal neuropil, glial glutamate transporters are thought to 






μm−3  (Geinisman  et  al.,  1992;  Rusakov  et  al.,  1998).  Classically,  an  action 







upper  limit  glutamate  release  rate,  with  all  axons  firing  continuously,  is 
n·f·Pr·NV·α−1·NA−1 ≈ 2‐5 μM·ms−1 (here NA is the Avogadro’s number). However, 
the  assumption  that  all  synapses  discharge  glutamate  at  this  rate  is  not 
plausible.  In  fact,  experiments  i n  a c u t e  s l i c e s  s u g g e s t  t h a t  s i multaneous 
discharges from only 3‐5% of local excitatory synapses are sufficient for a CA1 
principal  neuron  to  fire  (Arnth‐Jensen  et  al.,  2002;  Scimemi  et  al.,  2004). 










S i m u l a t i o n  s n a p s h o t s  i n  F i g u r e  3 2  d e p i c t  e x t r a c e l l u l a r  g l u t a m a t e 
profiles  produced  at  four  different  levels  of  glial  glutamate  transporters 
representing 100%, 10%, 5% and 1% of the baseline GLAST/GLT1 (Glutamate 
Aspartate  Transporter/Glutamate  Transporter)  expression  measured  in  the 
CA1 neuropil (Lehre & Danbolt, 1998). The results indicate that glutamate is 
unlikely to escape beyond 1‐2 μm outside the active synaptic pools, unless the 
transporter  concentration  is  drastically  reduced.  Conversely,  sustained 
s y n a p t i c  f i r i n g  i n s i d e  t h e  a c t i v e  p o o l  c o u l d  e l e v a t e  t h e  l o c a l  background 















Conversely,  we  sought  to  test  whether  the  uneven  distribution  of 
transporters  could  generate  long‐term  gradients  of  ambient  glutamate.  We 
therefore divided the simulation arena into four volumes expressing different 
levels of transporters, from 1% to 100% of the baseline 0.2 mM. (Figure 33) 
We  combined  uneven  transporter  distribution  with  uniform  glutamate 
releases confined to the active pools (Figure 33), and low background leakage 
(See  2.4.2).    The  simulation  outcome  shows  that  the  transporter d e n s i t y  
heterogeneity  results  in  concentr a t i o n  ' s t e p s '  ( 1 ‐ 2  µ m  w i d e  t r a nsition 
boundaries) at an interface between any two different transporter levels.   This 
illustrates  how  the  patterned  distribution  of  transporters  could  effectively 










CHAPTER 8.  DISCUSSION 
In  this  thesis  we  have  introduced  in  detail  the  imaging  and 
c o m p u t a t i o n a l  m e t h o d s .   W e ’ v e  s h o w n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  i maging 
experiments and biophysical modelling to measure the glutamate diffusivity at 
all  spatial  scales  in  brain  hippocampal  slices  and  the  effects  of  glutamate 
diffusivity  and  glutamatergic  transporter  properties  on  intra‐  and  extra‐ 
synaptic  transmissions  and  long  range  glutamate  diffusion  profile  in  large 
tissue volumes.  To summarise, the main findings of this thesis are: 
1.  Diffusion  coefficient  of  glutamate  at  different  environments f r o m  
ACSF solutions to the intermembrane extracellular milieu to the synaptic cleft 




2.  Extrasynaptic  glutamatergic  transporters  have  no  effect  on 
postsynaptic responses initiated from release of the same synapse.  However, 
they  can  significantly  decrease  activation  of  high  affinity  extrasynaptic 
receptors from the same release by providing a source of local competition for 
glutamate. 
3 .  F e w  d o z e n s  o f  i n t r a s y n a p t i c  g l u t a m a t e r g i c  t r a n s p o r t e r s  c o u l d  
potentially  alter  synaptic  transmission,  but  evidence  of  insensitivity  from 
glutamate  transporter  blockade  experiments  suggests  that  the  number  of 
functioning intrasynaptic transporters is minimal. 
4.  Long  range  ambient  glutamate  concentration  profile  in  the 
extracellular  space  is  controlled  by  astrocytic  transporters.    Even  with 
sustained activations, volumes covered with healthy astrocyte will not exert 
any significant increase in glutamate concentration into neighbouring volumes.  









Even  though  it  is  evident  that  diffusion  coefficient  of  glutamate  is 
critical to synaptic transmissions, and many experimental attempts have been 
made to establish diffusivity of glutamate on both microscopic (Nielsen et al., 
2004)  and  macroscopic  levels  (Summary  by  Nicholson,  2001),  there  are 
however  few  critical  parameters  missing  from  our  repertoire.    It  has  been 
s h o w n  t h a t  t h e  b r a i n  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  i s  a  t o r t u o u s  m e d i u m ,  where 
t o r t u o s i t y  i s  d e f i n e d  a s  λ  =  √ ( D / A D C ) .   H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  t w o  distinctive 





Table  2  summarised  all  the  diffusivity  measurements  and  respective 
retardation factors.  In CHAPTER 3 we estimated the diffusivity of glutamate in 
ACSF solution (D) from the diffusivity of AF350 in the same medium.  After 
t a k e  t h e  a d v a n t a g e  o f  T R F A I M  a n d  t h e  l i n e a r i t y  b e t w e e n  r o t a t i o n al  and 
translational diffusivity of small spherical molecules, we established that the 
medium  viscosity  λv a c c o u n t s  f o r  a  s m a l l e r  p r oportion  than  geometric 





for  glutamate  diffusivity  outside  the  synaptic  cleft.    To  access  glutamate 
diffusivity  inside  the  cleft,  we  used  the  two‐photon  point  source  diffusion 
retardation with dextran solution combined with electrophysiology recording 
under  the  same  condition.    This  yielded  Dcleft t o  b e  0 . 2 3  µ m 2ms‐1,  which  is Page | 88 
 
 
smaller  than  the  previous  estimate  of  ~0.33  μm2/ms  (Nielsen  et al.,  2004) 
inside cerebellum, although 0.33 is within the upper range of our estimates. 
Considering the error margin in both assessments, it is consistent with each 
o t h e r .   T a k i n g  t h e  e s t i m a t e d  v a l u e  o f  0 . 2 3 ‐ 0 . 3 3 ,  o n e  c a n  e s t i m a te  the 
retardation inside the synaptic cleft, λc = Dmicro/ Dcleft, which is 1.3‐1.7.  This 
retardation  factor  is  much  higher  than  the  medium  viscosity  factor  (λv), 
suggests  intra‐synaptic  diffusion i s  l i k e l y  t o  b e  h i n d e r e d  b y  n umerous 
macromolecular obstacles (protein scaffolding, carbohydrates’ chains, receptor 
domains, etc.) filling the synaptic cleft (Tanaka et al., 2000; Zuber et al., 2005), 
which  is  evident  from  the  EM  evidence.    Geometrical  tortuosity  has  been 
studied  theoretically  (Rusakov  &  Kullmann,  1998b;  Hrabe  et  al.,  2004), 
estimation  has  been  give  between  1.2‐1.6  based  on  the  assumption  that 
extracellular space is isotropic and cell orientation is random.  However our 
estimation  based  on  λv a n d  λa  measurements  suggests  that,  geometric 
tortuosity  λt  at  21°C  is  1.7,  which  is  higher  than  the  maximum  theoretical 
prediction.  This could due to possible macro‐domain dead space (Hrabetova et 
al., 2003; Hrabetova, 2005), which increase apparent geometric tortuosity and 









T =  D  λv  Dmicro  λc  Dcleft  λt  Dmacro  λa 
21°C  0.68  1.14  0.52  1.26***  n/a  1.7  0.18  1.94














In  light  of  all  measurements  and  estimations,  the  conventional 





Immediate  physiological  implications  of  diffusion  retardation  on 
nanoscopic levels 













70‐75  Ohm∙cm,  which  is  an  important  determinant  of  electric  fields  during 
excitatory activity (Sylantyev et al., 2008). 
A more disguised effect of the increased medium viscosity is the effect 
o n  p r o t e i n  m o v e m e n t s  a n d  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  m e d i u m .   I n s t a n t a n eous 

















s u b s t i t u t i o n .   W i t h  i n c r e a s e  h y d r o g e n  b o d i n g  s t r e n g t h  i n  h e a v y  water 
molecules,  many  cellular  processes  will  be  altered  or  cease  to  happen  all 
together.  In live animals, such as mice and rat, a 50% substitution of body 
water  will  kill  the  animals.    With  no  immediate  possibility  of  experimental 
procedures to verify our postulates with regards to effects of viscosity changes, 
we turned to biophysical models.  Preliminary simulation in 3D Monte‐Carlo 
m o d e l  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n  h e r e )  a n d  N E U R O N  m o d e l s  ( p e r s o n a l  




















where  their  conductance,  gating  or  reaction  kinetics  would  be  affected  in 
similar  ways  as  described  earlier  within  the  extracellular  space.    With  the 
TRFAIM  method  developed  here,  it  should  be  a  simple  transfer  from 
extracellular measurements to intracellular measurements.  We propose future 
projects  where  we  can  simultaneously  measure  extra‐  and  intra‐cellular 
viscosity based on rotational diffusivity principles described in this thesis.  This 
could potentially allow us to examine diffusion changes during physiological 
s t i m u l a t i o n s  a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  e p i l e p s y .   A l s o  restricted 
diffusion  processes  in  intracellular  spaces  such  as  spine  neck, w h e r e  i o n  

































However,  while  extrasynaptic  transporters  have  little  control  over 
intra‐synaptic  events,  when  transporters  are  in  the  close  proximity  of 






s u p p r e s s i o n  o f  e x t r a s y n a p t i c  N M D A R s  a c t i v a t i o n  b y  t h e  e x t r a s y n a ptic 
transporters (Figure 31).  Transporters occurring within the cleft (i.e., those of 
neuronal  type)  could  influence  immediate  synaptic  responses  as  shown 
























but  also  extrasynaptic  high  affinity  receptors  from  glutamate  waves.    The 
present simulations also predict a somewhat higher level of activation for the 







membranes.  Therefore,  receptors  and  transporters  do  not  share  the  same 
volume  compartment  or  the  same  membrane  domain  in  our  experiments, 
which is the case in most previous models.  It also brought to our attention that 
o n l y  a  f u l l  3 D  ( e i t h e r  M o n t e ‐ C a r l o  o r  c o m p a r t m e n t a l )  m o d e l  w i l l  p r o d u c e  
c o r r e c t  r e s u l t s .   B y  r e d u c i n g  t h e  d i f f u s i b l e  s p a c e  f r o m  3 D  t o  2 D  when 
intermembrane gap is ignored or effectively reduced near to zero, has resulted 
in increasing the binding probability and hence exaggerated the dependency 




animals,  which  generally  have  higher  extracellular  space  fractions,  together 
with immature synapses that have low transporter density near the synapse, 
are  more  susceptible  to  spill‐over  effects,  hence  more  prone  to e p i l e p t i c  
seizures.  Furthermore, glutamate transporters in the present approach are 
accumulated  within  a  restricted  area  (representing  a  fragment  of  the  glial 
m e m b r a n e ) ,  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s ,  r a t h e r  t h a n  
distributed  homogeneously  at  a  lower  density  as  implemented  in  previous 
m o d e l s .  T h i s  f a c i l i t a t e s  t h e  c h a n c e s  f o r  d i f f u s i n g  g l u t a m a t e  m o lecules  to 
e n c o u n t e r  a n  N M D A R  b e f o r e  b e i n g  b o u n d  t o  a  t r a n s p o r t e r  m o l e c u l e .  Our 
observations  suggest that  juxtaposition  of receptors  and  transporters  has a 
complex effect on receptor activation, which could be masked in assessments 
that utilize volume‐average quantities. 
These  results  provide  mechanistic  insights  into  the  experimental 
observations  indicating  that  glial  transporters  affect  activation  of 
p r e d o m i n a n t l y  h i g h  a f f i n i t y  e x t r a ‐ s y n a p t i c  r e c e p t o r s  ( B r a s n j o  &   Otis,  2001; 
Arnth‐Jensen  et  al.,  2002),  and  also  provide  a  quantitative  reference  for 












We  found  that  the  spatial  ‘landscape’  of  extracellular  glutamate  is 







of  transporters  is  high  (Wadiche  &  Jahr,  2005).  Similarly,  cell‐specific 
differences in the ambient receptor activation (Semyanov et al., 2004; Cavelier 
et  al.,  2 0 0 5 )  a r e  l i k e l y  t o  r e f l e c t  t h e  u n d e r l y i n g  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  l o c a l  
transporter densities. The finding that relates the withdrawal of transporter‐
enriched  glial  processes  to  a  dramatic  increase  in  long‐range  actions  of 
synaptically  released  glutamate  i n  t h e  h y p o t h a l a m i c  s u p r a o p t i c  nucleus 
provides a striking demonstration of this principle (Oliet et al., 2001). 
Intriguingly, individual astrocyte that are responsible for the b ul k o f 
glutamate  uptake  in  the  hippocampus  (Danbolt,  2001),  occupy  separate 
neuropil domains that extend over ~9×104 μm 3 while overlapping by 3‐5% 
only with neighbouring astrocytes in mouse models (Ogata & Kosaka, 2002). 
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  d y s f u n c t i o n  o f  a  s i n g l e  a s t r o c y t e  c o u l d  i m p a ir glutamate 
removal within a pool of ~1.8×105 synapses. Figure 33 provides a quantitative 
illustration to this situation: a dramatic increase in the ambient glutamate level 









The  collapse  of  a  single  astrocyte  could  easily  cause  secondary f a i l u r e s  i n  






























































































































































































































































































































































































































































































































Appendix A.  Two­Dimensional 
Monte­Carlo Model 
Th e 2D  m o del  assu m es th at a si ngl e release of 3000 non‐interactive 
point  mass  glutamate  neurotransmitters  in  one  time  step  at  a  specified 
position on a membrane surface, which then follows a random walk algorithm 
with uniform angular distribution and a distance r (a modifiable parameter 









when  particles  are  sparse  and  reaction  rate  becomes  the  limiting  criterion 
rather  than  the  walking  step.    Boundary  Conditions  are  assumed  to  be 
absorbing  to  ensure  the  particles  disperse  into  the  surrounding 
neighbourhoods. 
Almost all modelling parameters are allowed to be changed in the form 





w i d e  c i r c u l a r  d i s c ,  t h e  a c t i v e  z o n e .   V a r i o u s  n u m b e r  o f  t r a n s p o rter  are 
scattered  around  the  active  zone  in  a  manually  select  patch  of  a r e a .   B o t h  
transporters and receptors are distributed uniformly and randomly in a non‐










500nm  and  1200nm.    Scenario  B  depicts  the  circular  arrangement  of  the 
transporter  patch  rather  the  normal  semicircular  format,  where  the 






























Appendix B.  Derivation of photo­
bleaching factor 
The photobleaching factor is assumed to be linear over the three time 
intervals, namely I a<‐> I a, I a <‐> I  b, I b <‐>I  b.  By assuming linearity, we 
mean the percentage of molecule photobleached over each interval is the same.  
Let’s define that factor to be PB, so that I a (1‐PB)= I a, I a  (1‐PB)= I b, I b  (1‐
PB)=I b.    We  also  define  a  new  variable  PB3 =  (I a‐I b)/I a.   O n e  c a n  s i m p l y  
substitute I b with I  a (1‐PB)3, which give PB3=1‐(1‐PB)3.  To rewrite it in a 
more useful form 1‐PB3=(1‐PB)3.  
After averaging, I ave = (I a+I b)/2 and I ave = (I a+I b)/2, one can work 
out that by substituting I b, I a, I b with I a.  Hence I ave =(I a+ I a (1‐PB)3)/2 = 
I a (1+(1‐PB3))/2  =  I a (2‐PB3) ) / 2 ,  a n d  I  ave  =  (I a (1‐PB)+I a (1‐PB)2)/2  = 
I a ((1‐PB3)1/3+(1‐PB3)2/3)/2. 
Because  the  difference  between  I ave  = I (t)dt  and  I ave  = I  ( t ) d t ,  
n a m e l y    r ( t ) d t  i s  v e r y  s m a l l  c o m p a r e  t o  e i t h e r  I  ave o r  I  ave,  the  correction 
factor to the first order approximation that should apply to I ave to bring it 
comparable to I ave, is simply I ave /Z = I  ave.  Hence Z = I  ave / I ave = [I  a ((1‐













and  maintenance  time,  it  was  decided  that  a  diskless  cluster  should  be 
implemented.  The system will only have hard 
disk on the master PC, where folders containing 
basic  Linux  kernel  and  essential  library  file 
reside for each slave which could be uploaded to 




RAM;  hence  there is  less  strain on  the gigabit 
network bandwidth. 
The master PC runs the TFTP, NFS, DHCP, 
NTP  (Network  Time  Protocol  for  time 
synchronisation)  server,  and  job  scheduling 
(custom written in BASH script), MPI.  In order 
to  maintain  responsiveness  a  Core  2  Quad 




















































   s s h   $ i  
/home/share/ION/Computational_Model/Parallel_DM3DMC/scriptrun.sh $sim_name & 
      sleep 10s Page | 114 
 
 
      PID[$current]=$(ssh $i pgrep ‐fn MATLAB) 
      current=$(($current‐1)) 
      if [ $current ‐eq 0 ]; then 
    b r e a k  
   f i  






















   f o u n d = 1  










































































































































































Appendix G.  TR­FAIM Analysis 
Pseudo­Code 
  
 
Calculate 
Photobleaching 
factor, G‐factor, 
image averages, re‐
format data 
Global Fitting  
to give initial 
estimate 
Parameter 
map 
generated 
configuration file 
contain image size, 
average bin size, G‐
factor section, Genetic 
algorithm fitting, FIR 
shift, parameter range, 
etc
Pixels are fitted 
using simplex 
ROI Analysis 
Manually select ROI 
and use either 
genetic or simplex 
algorithm 
Write mean 
results to 
file 
Set many 
fitting 
parameters
Pixel analysis 
to check 
fitting quality 
Load 
Configuration 
file and raw 
images 
Correlation 
Analysis 